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目 的
われわれは先に，ビタミン B６（B６）欠乏食餌下
に分枝鎖アミノ酸（BCAA）を添加すると，一部の
ラットの肝臓に脂肪の異常蓄積が認められることを
報告した１）。BCAAは代謝の第一段階において B６
の補酵素型であるピリドキサールリン酸（PLP）を
必須とする BCAAアミノトランスフェラーゼ（EC
２．６．１．４２）の作用を受ける。よって，B６欠乏食餌下
では，PLPの欠乏により BCAAアミノトランス
フェラーゼ活性が低下し，サプリメントとして投与
された BCAAの代謝に異常をきたしている可能性
が考えられる。先に実施１）したのは，B６欠乏（餌か
らピリドキシン塩酸を除去）の食餌に４．７５％（w/
w）の BCAAを添加した食餌条件であったが，B６
を制限した食餌については検討していない。そこで，
どの程度まで食餌中の B６量を制限した時に肝臓に
脂肪蓄積が誘導されるかを検討することにした。
実験方法
１．試薬
試薬類は和光純薬工業㈱の特級試薬を使用した。
２．実験動物と実験スケジュール
実験動物は生後３週齢のWistar系雄ラット２４匹
を日本チャールス・リバー㈱から購入した。１週間
の馴化期の後，４週齢から試験食に替え，４週間飼
育した。試験食は Table１に示すように，B６（ピリ
ドキシン塩酸として含む）７mg/kgを含有する aaC
群，aaC群の B６の５０％に相当する３．５mg/kgに制限
した５０％aaC群，２５％に相当する１．７５mg/kgに制
限した２５％aaC群，B６を除去した食餌である aaD
群の４群であり，４群すべてに BCAAを添加して
いる。実験動物の飼養ならびに実験計画については，
四国大学動物実験委員会の承認を受けた後に実施し
た。
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Effects of Supplementation of Branched-Chain Amino Acids on Vitamin B6,
Vitamin B6 Dependent Enzyme Activity, and Lipid Profiles in Rats
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ABSTRACT
Four-week-old male Wistar rats were fed 20% casein diets supplemented with 4.75% (w/w) branched-
chain amino acids (BCAA) with varying amounts of vitamin B6 (B6) (i.e.,0, 1.75, 3.5, 7 mg pyridoxine HCl/
kg diet). They were assigned to four groups ; aaC group (7 mg/kg diet), 50% aaC group (3.5 mg/kg diet), 25%
aaC group (1.75 mg/kg diet) and aaD group (0 mg/kg diet). After 4 weeks, we examined the B6 content, B6-
dependent enzymatic acitivties and lipid profiles in their tissues. In the 50% aaC and the 25% aaC groups, B6-
dependent enzymatic acitivties and lipid profiles were not affected by the restricted B6 diets. The pyridoxal
phosphate (PLP) content of liver and gastrocnemius muscle declined signifcantly in the 25% aaC and aaD
groups. The content of PLP in plasma appeared to be most sensitive to B6 level of diets. It was confirmed that
the B6-restrcted diet (1.75 mg /kg diet) satisfied B6-dependent enzymatic acitivty and lipid profiles in rats.
KEYWORDS : vitamin B6, branched-chain amino acids, pyridoxal phosphate, triacylglycerols,
vitamin B6 dependent enzyme, rat
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３．実験動物の処理
実験食を投与して４週間目に，餌を朝６時に抜
き，６時間の絶食後，エーテル麻酔下で断頭屠殺し
た。血液は断頭時にヘパリン処理した試験管に集め，
冷却遠心機で３，０００回転１０分間遠心分離を行い，血
漿を採取した。肝臓，腓腹筋などは屠殺後ただちに
摘出し，重量を測定した後，肝の一部を除き，使用
時まで－７０℃で保存した。
４．測定項目と方法
４．１ 脂質の定量
肝臓脂質の抽出は Folchらの方法２）で行った。ト
リアシルグリセロール（TG）はアセチルアセトン
法３）で，総コレステロールの定量は Sperry &Webb
法４）で，またリン脂質の定量は Gomori & Bartlett
法５）６）で測定した。
血漿中脂質の測定は富士ドライケムスライドを使
用し，富士ドライケム３０３０（富士フィルムメディカ
ル）により測定した。
４．２ B６の測定
Edwardsら７）の高速液体クロマトグラフィーで
測定した。臓器，血漿試料の作成方法は，先の報告１）
と同じである。
４．３ 肝組織の脂肪染色（光顕的観察）
肝組織の一部をドライアイス－アセトンで急速凍
結した後，－７０℃で保存した。
使用時，凍結薄切切片を作成し，Oil red O法８）を
用いて脂肪染色を行い，グリセリン封入し，光学顕
微鏡にて観察した。
４．４ 酵素活性の測定
今回活性測定した酵素はすべて B６依存性酵素で
ある。よって，活性測定時に PLPを添加しないで
測定した活性（ホロ活性）は表５に－PLPとして，
PLPを添加して測定した活性（ホロ活性＋アポ活
性）は＋PLPとして表示した。
４．４．１ BCAAアミノトランスフェラーゼ（EC
２．６．１．４２）活性の測定 Taylor & Jenkinsの方
法９）で測定した。測定試料の調製方法は，先の報
告１）と同じである。
４．４．２ セリンデヒドラターゼ（SDH）（EC
４．２．１．１３）活性の測定 Fridemann & Haugenの
方法１０）で測定した。測定試料の調製は先の報告１）
と同じである。
４．４．３ アスパラギン酸アミノトランスフェラー
ゼ（AST）（EC２．６．１．１）活性の測定 Karmen
法１１）で測定した。肝臓は摘出後，ただちに重量の
９倍量の０．２５Mスクロースを含む５mmol/Lト
リス緩衝液 pH７．４を加え，ポッター型ホモジナ
Table１ Composition of the experimental diets.
（g/kg）
Ingredient aaC ５０％aaC ２５％aaC D
α-Corn starch＊
Casein（vitamin free）＊
Sucrose＊
Corn oil＊
Mineral mixture＊
Vitamin mixture＊
Vitamin mixture（vitamin B６ free）＊
DL-Methionine
Choline bitartarate
Free branched-chain amino acids
L-Leucine
L-Valine
L-Isoleucine
５２２
２００
１００
８０
３５
１０
０
３
２．５
２０．０
１５．０
１２．５
５２２
２００
１００
８０
３５
５
５
３
２．５
２０．０
１５．０
１２．５
５２２
２００
１００
８０
３５
２．５
７．５
３
２．５
２０．０
１５．０
１２．５
５２２
２００
１００
８０
３５
０
１０
３
２．５
２０．０
１５．０
１２．５
＊α-Corn starch, casein, sucrose, corn oil, mineral（AIN-９３G）, vitamin（AIN-９３）
and vitamin B６ free vitamin（AIN-９３）were obtained from Oriental Co., Tokyo,
Japan.
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イザーでホモジナイズした。その後，４０，０００回転
６０分間遠心分離を行い，その上清を測定用試料と
した。測定試料のほとんどはサイトゾール中の
ASTであり，ミトコンドリア局在の ASTの混
入は少ないと考えられ，c-AST活性として表示
した。腓腹筋は－７０℃で凍結保存したものを重量
の９倍量の０．２５Mスクロースを含む５mmol/L
トリス緩衝液 pH７．４を加え，バイオミキサーで
ホモジナイズした。凍結保存した腓腹筋ではサイ
トゾールとミトコンドリアの分画ができないため，
両アイソザイムの合計活性を測定することになり，
t-AST活性と表示した。
５．統計処理
統計解析は統計ソフト StatView ver５．０を用い，
数値は平均値±標準偏差で表した。４群間の検定は
Tukey-Kramerの多重比較を使用し，群間の有意差
（p＜０．０５）を判定した。
結 果
Table２に４群のラットの初体重と終体重，平均
摂食量と各種臓器重量を示した。
B６含量を２５％にまで制限しても，終体重や摂食量
には影響せず，aaD群のみが有意な体重減少と摂食
量の低下を示した。aaD群の肝，腎重量は他の３群
より有意に増加し，副睾丸脂肪組織，腎周囲脂肪組
織重量は有意な低下を示した。
Table３は血漿と肝臓の脂質含量を示した。血漿
中の TG，コレステロールは４群で差がなかったが，
肝の TG，コレステロールについて，aaD群は他の
３群より有意な増加を，リン脂質は有意な低下を示
した。さらに肝組織を脂肪染色することで，脂肪の
貯留状態を検討した。Fig１に光学顕微鏡にて撮影
した組織像を示す。Fig１の（a）は aaC群の組織
像を示す。写真中央（CV）は，肝小葉の中心静脈
であり，小葉周辺部の門脈域に脂肪滴が薄い赤色に
Table２ Growth parameters and tissue weights in rats fed the experimental diets.
aaC ５０％aaC ２５％aaC aaD
Initial body weight（g）
Final body weight（g）
Average food intake（g/day）
Tissue weight（g/１００g BW）
Liver weight
Kidney weight
Perirenal adipose tissue weight
Epididymal adipose tissue weight
Gastrocnemius muscle weight
１０４．５±５．５
３２８．２±２１．２a
１９．０±０．８a
３．８８±０．４３b
０．７９±０．０７b
０．４８±０．０１a
１．３９±０．１６a
１．１１±０．０８ab
１０４．５±７．０
３２７．７±２９．３a
１８．１±１．９a
３．９０±０．１９b
０．７９±０．０６b
０．４８±０．１３a
１．１０±０．１０bc
１．１３±０．０１ab
１０４．５±６．７
３２１．５±１６．８a
１７．１±１．１a
４．１４±０．１８b
０．７７±０．０２b
０．５３±０．１０a
１．２９±０．２７ab
１．０７±０．０７b
１０４．５±４．１
２４２．０±１２．６b
１３．１±１．３b
５．２８±０．０３a
０．９５±０．０９a
０．３２±０．０７b
０．８８±０．１１c
１．２１±０．０８a
Data represent mean±SD for６rats in each group, and values in a row not sharing a common superscript
letter were signigicantly different at p＜０．０５．
Table３ Plasma and Hepatic contents of Triacylglycerols, cholesterol, and phospholipids in rats．
aaC ５０％aaC ２５％aaC aaD
Plasma（mg/dL）
Triacylglyserols
Cholesterol
Liver（mg/g）
Triacylglyserols
Cholesterol
Phospholipids
１７６．０±９８．９
１００．０±１０．８
１７．２±１．５b
２．５±０．２b
２９．５±２．１a
１３６．２±３６．２
９８．２±１９．５
１７．４±４．０b
２．３±０．２b
２８．７±０．８a
１６０．２±５８．１
９０．５±１２．７
１５．９±３．０b
２．２±０．２b
２８．６±１．４a
１２７．０±３９．０
７８．３±１２．９
９３．８±７０．２a
４．６±１．９a
２４．７±１．６b
Data represent mean±SD for６rats in each group, and values in a row not sharing a common
superscript letter were signigicantly different at p＜０．０５．
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染色されているのが認められた。一方 aaD群の肝
組織（Fig１の（b））について，肝小葉全域に大小
の脂肪滴が赤く染色され，散在していることが認め
られた。
Table４に血漿，肝，腓腹筋中の B６含量を示した。
血漿中の PLP，PLは食餌中の B６含量の制限に並
行し，５０％aaC群，２５％aaC群，B６除去食の aaD群
の順で減少した。肝の B６含量は５０％制限まで PLP
もピリドキサミンリン酸（PMP）も影響を受けな
いが，２５％aaC群では，PLPの有意な低下を，aaD
群で顕著な低下を示した。PMPは２５％制限まで有
意な低下は認められなかった。腓腹筋については肝
と同様の減少傾向を示した。Table５は腓腹筋，肝
中の酵素活性を示している。AST活性，BCAAア
ミノトランスフェラーゼ活性，SDH活性について，
腓腹筋，肝ともに２５％の制限食でも低下が認められ
ず，aaD群だけが有意な低下を示した。
考 察
先にわれわれは，B６欠乏食餌で飼育したラットに
BCAAを添加すると一部のラットの肝に脂質が異
常に蓄積すること，脂質のうちでも特に TG蓄積が
顕著であると報告した１）が，今回の実験においても
再確認することができた。肝重量が aaD群で有意
に高くなっているが，TG蓄積の影響が大きいと考
Fig．１ Light micrograph of liver tissue from the rat of aaC group（a）and aaD group（b）; Oil red O stain
×１００ CV : central vein
Table４ Vitamin B６contents in the tissues of rats．
aaC ５０％aaC ２５％aaC aaD
Plasma（nmol/mL）
PLP
PL
Total
Liver（nmol/g）
PLP
PMP
Total
Gastrocnemius muscle（nmol/g）
PLP
PMP
Total
０．９１±０．１９a
０．５１±０．０８a
１．５９±０．３０a
２２．０７±１．０９a
２５．４１±２．５９a
４７．４９±３．４３a
２４．９５±１．５３a
７．３１±０．６９a
３２．２７±１．７２a
０．５６±０．１１b
０．２５±０．０６b
０．９６±０．２０b
２１．８７±１．２８a
２５．３１±１．１４a
４７．１８±１．７５a
２３．８９±１．６５a
６．８５±０．４７ab
３０．７４±１．９２a
０．１８±０．０４c
０．０７±０．０３c
０．３７±０．０６c
１６．１８±１．１１b
２３．６８±２．８２a
３９．８５±３．９３b
１９．８２±１．２０b
６．２４±０．５０b
２６．０６±１．４６b
０．００±０．００c
０．００±０．００c
０．０１±０．０１d
４．９７±０．８９c
１２．８０±２．３４b
１７．７７±３．２１c
７．４１±０．７７c
２．０４±０．３２c
９．４５±１．０８c
Data represent mean±SD for６rats in each group, and values in a row not sharing a common superscript
letter were signigicantly different at p＜０．０５．
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えられる。更に，組織学的に TG蓄積を検討したの
が Fig１である。（a）図に比べ，（b）図では脂肪滴
が肝組織全体に散在しており，生化学的データを組
織学的にも証明することができた。脂肪の蓄積の要
因については，血漿中の VLDLの低下が関与する
ことを報告１２）している。今回，食餌中 B６含量をどの
レベルにまで制限した時に脂肪蓄積が発現するのか
を検討することが目的の１つであった。しかし，食
餌中 B６を７mg/kgの２５％まで制限しても，脂肪の
異常な蓄積は認められなかった。B６の欠乏の指標と
して，血漿や組織中の B６含量の測定，また PLPを
補酵素とする酵素活性の測定が使用される。血漿中
の PLPの測定値が，食餌中の B６制限や B６除去に対
し，最も顕著に反応した。一方，肝，腓腹筋中の B６
含量は５０％制限まで影響はなく，２５％に制限すると
対照の aaC群より有意な減少を示した。B６依存性
酵素である腓腹筋の t-AST活性，BCAAアミノト
ランスフェラーゼ活性，肝の c-AST活性，SDH活
性も２５％制限までほとんど影響がなかった。B６制限
食の影響はまず血漿や臓器中の PLPの低下が先行
し，遅れて B６依存性酵素に影響が及ぶと考えられ
る。食餌中 B６含量を２５％まで制限しても，B６依存
性酵素に影響がなかったことは，タンパク質・アミ
ノ酸代謝への影響もほとんどないと考えられ，肝へ
の脂質の蓄積にも異常をきたさなかったと思われる。
B６を AIN推奨量１３）の２５％まで制限しても，ラット
の代謝への影響はほとんどなく，B６は欠乏に対し耐
性のあるビタミンであることを示す。
本研究は四国大学学術研究助成金を受け実施しま
した。ここに深謝致します。
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Table５ Aspartate aminotransferase, branched chain amino acid aminotransferase and serine dehydratase
activities in the tissues of rats.
aaC ５０％aaC ２５％aaC aaD
Gastrocnemius muscle
t-Aspartate aminotranferase（U/g）
－PLP
＋PLP
BCAA aminotransferase（μmol/hr/g）
－PLP
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抄 録
ラットの食餌をビタミン B６（B６）含有量によって，７mg/kg含む aaC群，５０％に制限した５０％
aaC群，２５％に制限した２５％aaC群，B６除去食である aaD群の４群に分けた。４群すべてに４．７５％
の分枝鎖アミノ酸（BCAA）を添加し，４週間飼育した後，組織中 B６含量，B６依存性酵素活性，
脂質代謝に与える影響について検討した。肝の脂質含量，B６依存性酵素活性は２５％aaC群まで影響
がなかった。肝や腓腹筋中 B６含量は５０％制限まで影響しなかったが，２５％aaC群から有意な低下
を示した。一方，血漿中のピリドキサールリン酸（PLP）は食餌中 B６含量の制限に並行して低下
した。以上の結果から，食餌中 B６を２５％まで制限し，BCAAを添加した栄養状態でも肝臓の脂質
代謝は正常に維持されることが明らかになった。
キーワード：ビタミン B６，分枝鎖アミノ酸，ピリドキサールリン酸，トリアシルグリセロール，
ビタミン B６依存性酵素，ラット
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